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DETECCAO DE GENES DE ENTEROTOXINAS, CARACTERIZACAO FENOTIPICA
E GENOTIPICA DO PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTI MICROBIANOS DE
Escherichia coli ISOLADOS DO QUEIJO ARTESANAL SERRANO*
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O queijo artesanal serrano € um produto tipico efpdo da Serra Catarinense e se
caracteriza por ser produzido em propriedades suaipartir de leite cru. No entanto, ha
inUmeros relatos na literatura sobre a ocorréneianttro-organismos patogénicos em queijos
artesanais. A contaminacdo microbiana desses dbsi@ssume grande relevancia para a saude
publica, j& que o consumo desse produto contamirzmite desencadear intoxicagbes e
toxinfec¢des alimentares em consumidores. Dentrgriasipais micro-organismos encontrados
nesses alimentos edfacherichia coli, considerado um potencial agente patogénico earzatio
pela producdo de enterotoxinas. Além disso, ofator de suma importancia para a saude
publica € a presenca de cepafdeoli que apresentam multirresisténcia aos antimicroligao
que estas tornam as infecgbes alarmantes e da tiitamento. Um dos mecanismos de
resisténcia desenvolvido pel& coli é a hidrolizacdo do anel beta-lactamico, mecanismo
chamado de ESBL (“extented-spectrum beta-lactaf)aseonferindo resisténcia aos
antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos,uass gncluem penicilinas, cefalosporinas e
monobactamicos. Apesar desse mecanismo ndo saragptis carbapenemicos (principal classe
de antimicrobianos nos casos de infeccdo bacteeamshumanos), ja& existem estudos que
confirmam a presenca de carbapenemases, enzimasiduwisam o farmaco e causam
resisténcia. Diante disso, 0 presente estudo temp cobjetivo a caracterizacdo fenotipica e
genotipica do perfil de susceptibilidade aos amtiotiianos deEscherichia coli isolados de
queijo artesanal serrano. Para o estudo foranzad#éis um total de 117 cepasEleoli isoladas
de leite cru (8 cepas) e Queijo Artesanal Serra08 €epas). As cepas foram obtidas de estudos
anteriores no Centro de Diagnostico Microbiologisnimal (CEDIMA) do CAV- UDESC.
Estas amostras eram armazenadas em freezer — 8P€°6 momento do estudo. Antes da
realizacdo dos testes eram inoculadas em caldoeBkcubadas por 24 horas a 37°C para
recuperacao das bactérias, apés isoladas em agae t@&firmadas com testes bioquimicos. Os
testes de susceptibilidade aos antimicrobianosistisados foram realizados de acordo com o
Clinical and Laboratory Standards Institute (CL$Blo teste de difusdo em disco, usando placas
de Agar Muller-Hinton e os antimicrobianos: AMC (@xitilina-clavulanato; 20/10ug), ATM
(aztreonam; 30ug), CPM (cefepime; 30ug), CAZ (a@dliane; 30ug), CRO (cefitriaxone; 30ug),
CTX (cefotaxime; 30ug), MER (meropenem; 10ug), IRMhipenem; 10ug), CFO (cefxitin;
30ug), AMP (ampicilina; 10ug), TET (tetraciclinaQ®)), DOX (doxaciclina; 10ug), CIP
(ciprofloxacina; 5ug), NOR (norfloxacina; 10ug), X\{levofloxacina; 5ug), TOB (tobramicina;
10ug), GEN (gentamicina; 10ug), AMI (amicacina; §QUEST (estreptomicina; 10ug), CLO
(cloranfenicol; 30ug), SUT (trimetroprim; 23.75 ug)NIT (nitrofurantoin; 300ug). Em cada
placa foi analisada uma cepaEecoli , nas quais, apos 24 horas na estufa a 37°C,eapoes
diferentes halos de inibicdo frente aquele grupardanicrobianos, tais halos foram medidos e
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interpretados para classificarmos as bactérias ceemsiveis ou resistente@utro meétodo
utilizado foi a caracterizacdo do fenétipo e ggrwtias cepas isoladas, de forma a identificar
aquelas produtoras de ESBL ou resistentes a carbaqos. Para ESBL foi usada a difusdo em
disco, em placas de Agar Muller-Hinton, posicior@mnon disco de AMC no centro e outros
discos de beta-lactamicos a 30mm do disco cenaiabs incubacdo, foram consideradas
produtoras de ESBL aquelas cepas que apresentaraemnto da area de inibicdo ou formacéo de
“phantom zone”, com distor¢cao da area de inibigicedor dos discos beta-lactamicos. As cepas
que apresentaram fenotipo de producdo de ESBL fpsteriormente submetidas a Multiplex-
PCR para caracterizacdo do genotipo, utilizadamslqprimers MultiTSO-T_for, MultiTSO-

T rev, MultiTSO-S for, MultiTSO-S rev, MultiCTXMGpX,  MultiCTXMGpl-2r,
MultiCTXMGp2_f, , MultiCTXMGp9_f, , MultiCTXMGp_r,para detectar a presenca dos genes
blaTEm, blaOXA, blaSHV, blaCTX-M e blaCTX-M-3, para producdo de ESBL. J4 na
caracterizacdo de resisténcia a carbapenemicas fasadas placa de Agar Muller- Hinton com
suplementacbes diversas para cada tipo bacteridas. placas colocamos meropenem e
imipenem e os resultados foram avaliados a pantidi@dmetro das zonas de inibicdo. Apos a
caracterizacao fenotipica, tais amostras foram stidas a Multiplex- PCR para caracterizacao
genotipica daquelas resistentes a carbapenemidiosgngdo o par de primers de sequéncia f-5’
GCTTGATCGCCCTCGATT 3’ e r-5GATTTGCTCCGTGGCCGAAA J'para detectar a
presenca do gert@aOXA-48-LIKE. Como resultado desse estudo, iderdifios a presenca de
E.coli em diversas amostras de leite cru e de queijcaré serrano, sendo esse um grande
indicativo de falta de higiene e medidas sanitdadstadas pelos produtores, ndo apenas na
coleta do leite, mas também na producdo do quéijperfil de susceptibilidade aos agentes
antimicrobianos apontou que 52.99% das cepas &®lagpbresentaram-se sensiveis aos
antimicrobianos testados, sendo que 8.55% apreaentperfil de multirresisténcia e 17.95%
apresentaram resisténcia a apenas duas classesAlelgestigacdo da producdo de ESBL pelas
cepas isoladas nos mostrou que 3.42% das bactéstlas o produzem de fato, as quais,
inclusive, apresentaram multirresisténcia no métnterior, gerando grande preocupacao ja que
0s beta-lactamicos continuam sendo os antimicrobianais utilizados contra bactérias Gram-
negativas, além disso, através do Multiplex-PCR,ctinstatado que o gene mais abundante
dentre os isolados positivos para ESBL, fdlaTEM. Por outro lado, todas as cepas isoladas
apresentaram-se negativas em relacao a resisténtia carbapenemos, ndo havendo presenca
do geneblaOXA-48 no Multiplex-PCR. Os resultados desse estaldotam para um grande
problema para a salde publica, jA que tais contart@a apresentam riscos a saude do
consumidor, por tal razdo, faz-se necessaria adfiigacédo e fiscalizacdo do manejo sanitario
em todas as etapas da producdo do Queijo Artesteraéno, além de continuas analises
laboratoriais para deteccdo de microrganismos eosi@as desses produtos.
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